
BIOMEDICAL PHOTONICS    Т. 5, № 4/2016

О
Р

И
ГИ

Н
А

Л
Ь

Н
Ы

Е
 С

ТА
ТЬ

И

4

МОРФОФУНкЦИОНАЛЬНЫЕ ХАРАкТЕРИСТИкИ  
САРкОМЫ М-1 кРЫС ПОСЛЕ ФОТОдИНАМИчЕСкОЙ 
ТЕРАПИИ С ПРОИЗВОдНЫМ БАкТЕРИОХЛОРОФИЛЛА А

В.В. южаков1, Н.В. Бурмистрова1, Н.к. Фомина1, Л.Н. Бандурко1, Л.Е. Севанькаева1,  
А.В. Старовойтова1, Н.д. яковлева1, М.Г. Цыганова1, И.Э. Ингель1, П.В. Островерхов2,  
М.А. каплан1, М.А. Грин2, А.Г. Мажуга3,4, А.Ф. Миронов2, В.Н. Галкин1, ю.С. Романко1

1Национальный медицинский исследовательский радиологический центр Минздрава России, 
Москва, Россия
2Московский технологический университет МИРЭА, Москва, Россия
3Национальный исследовательский технологический университет МИСиС, Москва, Россия
4Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова, Москва, Россия

MORPHOFUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF RAT 
SARCOMA M-1 AFTER PHOTODYNAMIC THERAPY  
WITH THE BACTERIOCHLOROPHYLL A DERIVATIVE 

Yuzhakov V.V.1, Burmistrova N.V.1, Fomina N.K.1, Bandurko L.N.1, Sevanjkaeva L.E.1,  
Starovoytova A.V.1, Yakovleva N.D.1, Tsyganova M.G.1, Ingelj I.E.1, Ostroverkhov P.V.2, 
Kaplan M.A.1, Grin M.A.2, Mazhuga A.G.3,4, Mironov A.F.2, Galkin V.N.1, Romanko Yu.S.1

1National Medical Research Radiological Centre of the Ministry of Health of the Russian Federation, 
Moscow, Russia
2Moscow Technological University (MIREA), Москва, Россия
3National University of Science and Technology MISiS, Moscow, Russia
4Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

Резюме
В работе описаны результаты изучения функциональной морфологии саркомы М-1 крыс после фотодинамической терапии 
с применением в качестве фотосенсибилизатора дисульфидного производного бактериопурпуринимида (дисульфид-БПИ). 
Методы исследования включали иммуноокрашивание на PCNA и CD31, определение митотической активности и апоптотиче-
ской гибели опухолевых клеток, а также компьютерный анализ микроскопических изображений. Показано, что фотоиндуци-
рованное противоопухолевое действие обусловлено разрушением сосудистого русла саркомы М-1, быстрым ингибированием 
пролиферативной активности и девитализацией опухолевых клеток путем апоптоза и некроза. Есть основания полагать, что в 
ранние сроки после фотодинамической терапии деструкция микроциркуляторного русла и фотоцитостатический шок опухоле-
вых клеток с последующим развитием некроза обусловлены прямым воздействием светового потока на сенсибилизированные 
клеточные элементы паренхимы и стромы опухолей. Эффективность фотодинамической терапии с новым фотосенсибилизато-
ром определяется последовательностью деструктивных и воспалительных изменений в паренхиме опухолей и окружающих 
тканях, а также репопуляционным потенциалом выживших после лечения опухолевых клеток.
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Введение
Фотодинамическая терапия (ФДТ) представляет 

собой перспективный метод лечения целого ряда 
онкологических и неонкологических заболеваний 
[1, 2]. В основе механизма ФДТ лежит цитотоксическое 
действие синглетного кислорода и других высокоак-
тивных биологических окислителей, которые образу-
ются в ходе фотохимических реакций при межмолеку-
лярном переносе энергии от возбужденного светом 
сенсибилизатора к кислороду ткани [3–5]. В деструк-
ции опухолевых клеток ключевую роль играют три 
компонента ФДТ: фотосенсибилизатор (ФС), локаль-
ное облучение опухоли светом определенной длины 
волны, соответствующей пику поглощения сенсиби-
лизатора, и кислород [1, 4, 5]. Известно, что на эффек-
тивность ФДТ влияют несколько факторов: доза ФС, 
временной интервал от его введения до светового 
воздействия, а также мощность дозы, плотность све-
товой энергии и режим облучения [2, 6–8].

Считается, что для избирательного разрушения 
опухолей или для длительного сдерживания их роста 
при ФДТ требуется сочетание четырех основных фак-
торов: гибель опухолевых клеток, разрушение сосу-
дов опухолей, воспалительная реакция и иммунный 
ответ организма [9]. Кроме того, следует учитывать 
избирательность накопления ФС в паренхиме солид-
ных опухолей в связи с особенностями их васкуляри-
зации и формирования микроциркуляторного русла. 
Согласно результатам экспериментальных и клини-
ческих исследований, рост опухоли полностью зави-
сит от неоваскуляризации, а сосудистые аномалии и 
формирующееся микроокружение не только способ-
ствуют прогрессии солидных неоплазий, но также 
могут привести к снижению эффективности химио-
терапии, лучевой терапии и иммунотерапии [10, 11]. 
Не исключено, что аномальное кровоснабжение опу-
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холи может также препятствовать адекватному нако-
плению и распределению в опухолях ФС.

При создании новых ФС для лечения крупных, 
глубокозалегающих опухолей особый интерес пред-
ставляют производные бактериохлорофилла а с 
интенсивным поглощением в длинноволновой обла-
сти спектра [12]. Так, в работе [13] показано, что ФДТ 
с использованием дипропоксибактериопурпурини-
мида в виде наноструктурированной водной дис-
персии обеспечивает высокую противоопухолевую 
активность в системах in vitro и in vivo.

Целью данного исследования являлось изучение 
механизма действия ФДТ с применением в качестве 
ФС конъюгата, содержащего две молекулы дипро-
поксибактериопурпуринимида с остатком цистамина 
(дисульфид-БПИ), на морфофункциональные харак-
теристики солидной соединительнотканной переви-
ваемой опухоли, а также анализ эффективности воз-
действия на деструкцию сосудов, пролиферативную 
активность и гибель клеток саркомы М-1. Для синтеза 
целевого соединения был взят О-пропилоксим-N-
пропоксибактериопурпуринимид (дипропокси-БПИ), 
полученный взаимодействием бактериопурпурина с 
пропоксиамином [14]. Взаимодействием дипропокси-
БПИ с цистамином в присутствии конденсирую-
щего агента EEDQ (N-этоксикарбонил-2-этокси-1,2-
дигидрохинолина) был получен дисульфид-БПИ, 
который был исследован в настоящей работе.

Материал и методы
Работа была выполнена на половозрелых самках 

белых беспородных крыс с имплантированной под-
кожно с внешней стороны левого бедра саркомой 
М-1 от животного-опухоленосителя. Перевивку сар-
комы и определение объема опухолей осуществляли 
по ранее описанной нами методике [15].
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При достижении объемов опухолей 0,8–1,5 см3 
животных методом рандомизации распределяли на 
две группы – контрольную и опытную (по 15 особей 
в каждой). Дисульфид-БПИ вводили крысам опытной 
группы внутрибрюшинно из расчета 2,5 мг/кг массы 
тела. ФДТ проводили в период максимального 
индекса контрастности опухоль/здоровая ткань  – 
через 2,5–3,0 ч после введения ФС. Для лазерного  
облучения использовали терапевтический полупро-
водниковый лазер «Латус» (длина волны излучения 
810 нм). Плотность энергии лазерного облучения сос- 
тавляла 300 Дж/см2, плотность мощности – 0,51 Вт/см2. 
После проведения ФДТ животных выводили из опыта 
через 3 ч, 1 и 3 сут по 5  особей на каждый срок для 
изучения функциональной морфологии саркомы М-1.

Опухоли животных контрольной группы не под-
вергались воздействиям.

Опухолевые узлы выделяли под тиопенталовым 
наркозом. Ткань опухоли в виде пластинок, ориенти-
рованных вдоль длинной оси, фиксировали в тече-
ние 24 ч в кислой жидкости Буэна, обезвоживали и 
заливали в «Гистомикс». Общую гистологию саркомы 
М-1 изучали на срезах толщиной 5 мкм, окрашенных 
гематоксилином и эозином. Иммуногистохимические 
(ИГХ) исследования на серийных срезах проводили 
методом биотин-экстравидин-пероксидазного ком-
плекса с использованием моноклональных мыши-
ных антител к ядерному антигену пролиферирующих 
клеток – PCNA (клон PC10, «Thermo Fisher scientific», 
1:200), конъюгированных с биотином, и поликло-
нальных кроличьих антител к маркеру эндотелия – 
адгезионной молекулы тромбоцит/эндотелиальной 
клетки-1 – PECAM-1 (CD31, M-20-R, «Santa Cruz», 1:20).

Эндогенную пероксидазу блокировали в 3%-ом 
растворе перекиси водорода. В блокирующий буфер 
добавляли 1% бычьего сывороточного альбумина 
и 0,1% Тритона Х-100. До нанесения антител к PCNA 
депарафинированные срезы, погруженные в цитрат-
ный буфер (рН 6,0), прогревали в микроволновой печи 
(5 мин, 720 Вт). В растворе первичных антител препа-
раты инкубировали в течение ночи во влажной камере 
при 4оС с последующей промывкой в буферном рас-
творе. Для визуализации PCNA после нанесения био-
тинилированных первичных антител и отмывки пре-
паратов в фосфатно-солевом буфере (рН 7,4) на срезы 
наносили экстравидин-пероксидазный комплекс 
(«Sigma», 1:400). Для ИГХ выявления эндотелия сосуди-
стого русла с антителами к CD31 применяли биотини-
лированные козьи антитела к кроличьим IgG (ВА-1000, 
«Vector Lab», 1:250) и экстравидин–пероксидазный 
комплекс («Sigma», 1:400). Субстратную пероксидазу 
проявляли диаминобензидином (Liquid DAB+, «Dako»). 
Оптимальные условия иммуноокрашивания опреде-
ляли по соотношению интенсивности иммуноположи-
тельной реакции к «фону».

Гистологические препараты изучали в микро-
скопе Leica DM 1000 с микрофотосъемкой на цифро-
вую камеру Leica ICC50 HD. Интегральные показатели 
рассчитывали с помощью системы компьютерного 
анализа микроскопических изображений [16] с при-
менением прикладной лицензионной программы 
AnalySIS 5.0 (Soft Imaging System GmbH, Германия) 
согласно основным принципам стереологии в мор-
фометрии. 

В работе использовали следующие параметры: 
объемное содержание паренхимы опухолей (VvПО, %) 
и некроза (VvНЕКРОЗА, %) как отношение суммарных пло-
щадей жизнеспособной паренхимы и зон некроза/
деструкции ткани, соответственно, при окрашива-
нии срезов гематоксилином и эозином к общей пло-
щади среза опухолевого узла; объемное содержание 
опухолевой ткани c пролиферирующими клетками 
(VvPCNA, %) по отношению суммарной площади PCNA-
положительной паренхимы к общей площади среза 
опухолевого узла. 

Относительную фракцию пролиферирующих 
клеток в паренхиме опухоли рассчитывали по фор-
муле: 

ФPCNA (%) = VvPCNA / VvПО × 100

Митотический индекс и индекс апоптоза в зонах 
роста опухолевых узлов определяли по стандартной 
методике [17] при иммерсионном увеличении микро-
скопа при подсчете не менее 3000 ядер клеток.

Ангиоархитектуру саркомы М-1 и распределение 
микрососудов в паренхиме опухолей при иммуно-
окрашивании на CD31 оценивали согласно прин-
ципам, описанным в работах [18, 19]. Качественные 
характеристики сосудов определяли в перитумо-
ральной области и в так называемых «горячих точ-
ках» («hot spots»), представляющих зоны солидного 
строения паренхимы опухоли, содержащие наи-
большее количество капилляров и мелких венул, т.е. 
участки наиболее интенсивной неоваскуляризации. 
Перитуморальная область включала перифериче-
ский край опухолей и окружающую их соединитель-
ную ткань.

Для оценки уровня значимости межгрупповых 
различий полученных показателей использовали 
непараметрический U-критерий Манна-Уитни. Стати-
стическую обработку полученных результатов  выпол-
няли с помощью программы Statistica 6.0 (StatSoft, Inc., 
США). Различия считались достоверными при p<0,05.

Результаты и обсуждение
У животных контрольной группы паренхима сар-

комы М-1 имела, в основном, солидный тип строения 
с оксифильными участками спонтанного некроза 
в центральных отделах опухолевых узлов (рис. 1а). 
Иногда разветвленные поля некроза, ограничен-
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ные локусами кровоизлияний и плазморрагии, рас-
пространялись до кожных покровов с появлением 
над опухолью щелевидных полостей, заполненных 
гомогенным эозинофильным содержимым. В зонах 
солидного строения полиморфные клетки саркомы 
веретеновидной или неправильной формы были 
плотно упакованы (рис. 1б). В полях зрения наблю-
дали относительно многочисленные фигуры митоза 
и единичные клетки, погибающие путем апоптоза. 
В зонах роста, расположенных в области подкожной 

клетчатки и на границе с подлежащими мышцами, 
паренхима саркомы М-1 контурировалась за счет 
иммуноокрашивания ядер опухолевых клеток на 
PCNA. Был отчетливо выражен градиент снижения 
интенсивности иммуноокрашивания на ядерный 
антиген пролиферирующих клеток от периферии 
к центру опухолевых узлов (рис. 1г). Опухолевые 
клетки с интенсивной положительной реакцией 
их ядер на этот циклин концентрировались вокруг 
сосудов (рис. 1д).
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Рис. 1. Гистологический рисунок и функциональная морфология саркомы М-1 в контроле:
а, б – окрашивание гематоксилином и эозином; 
в – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в перитуморальной зоне;
г, д – иммуногистохимическая реакция ядер клеток с антителами к PCNA;
е – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в «горячей точке» паренхимы
Увеличение: ×125 (в, е); ×250 (б, д)

Fig. 1. Histological pattern and functional morphology of sarcoma M-1 in the control group:
а, б – hematoxylin and eosin staining; 
в – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in peritumoral area;
г, д – immunohistochemical reaction of cell nuclei with anti-PCNA antibodies;
е – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in a «hot spot» of parenchyma
Magnification: ×125 (в, е); ×250 (б, д)
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В перитуморальной зоне микроциркуляторное 
русло состояло из тонкостенных сосудов капилляр-
ного и синусоидного типа. От венул, располагающихся 
в здоровой ткани, ответвлялись капиллярные петли, 
врастающие в паренхиму опухоли. Сосуды, врастаю-
щие в паренхиму, были местами расширены, выстланы 
уплощенным эндотелием с реакцией их ядер на PCNA. 
На срезах, иммуноокрашенных на CD31, отчетливо 
определялась выраженная неоднородность распре-
деления в перитуморальной области и в паренхиме 
кровеносных сосудов. Наиболее васкуляризирован-
ной выглядела периферия опухолей, прилегающая к 
подкожной клетчатке (рис. 1в). В немногочисленных 
«горячих точках» солидного строения паренхимы 
были видны уплощенные, часто разветвленные микро-
сосуды (рис. 1е). На серийных срезах просматривалось 
соответствие между зональной «плотностью» капил-
лярного русла в паренхиме саркомы М-1 и интенсив-
ностью реакции ядер опухолевых клеток на PCNA.

Результаты количественного анализа исследован-
ных параметров саркомы М-1 у животных контроль-
ной группы представлены в табл.

Макроскопически через 3 ч после ФДТ гра-
ницы опухолей были стерты из-за отека тканей. 
На поверхности кожи над опухолями появлялась 
неярко выраженная эритема. На обзорных препара-
тах под кожей над опухолями был виден массивный 
экссудативный выпот, а в окружающей их мышечной 
ткани – обширные полости, заполненные гомоген-
ным эозинофильным содержимым (рис. 2а). Парен-
хима опухолевой ткани выглядела «разрыхленной» 
и менее интенсивно окрашенной гематоксилином и 
эозином с неравномерным снижением иммуноокра-
шивания на PCNA (рис. 2г). По патоморфологическим 
критериям значительная часть опухолевых клеток 
находилась в состоянии цитотоксического шока с 
характерным уплотнением карио- и цитоплазмы и 
появлением межклеточных щелей, так называемый 
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*р<0,05; ** р<0,01 по сравнению с соответствующим контролем *р<0,05; ** р<0,01 compared with the corresponding control

Таблица
Количественные характеристики исследованных параметров саркомы М-1 в контроле и после ФДТ с дисульфид-БПИ (M±m)
Table 
Quantitative characteristics of the studied parameters of sarcoma M-1 in control and after PDT with disulfide-BPI (M±m)

Показатель
Index

Группа
Group

Время после ФДТ
Time after PDT

3 ч
3 hour

1 сут
1 day 

3 сут
3 days

Объем опухолей, см3

Tumor’s size, cm3
Контроль
Control

0,94±0,09 1,22±0,18 1,60±0,26

ФДТ
PDT

1,14±0,14 1,13±0,18 0,59±0,09*

Объемное содержание паренхимы опухолей, 
при окрашивании гематоксилином и эозином, %
The volume content of tumor parenchyma  
by hematoxylin and eosin staining, %

Контроль
Control

66,1±4,7 68,5±5,5 69,7±3,6

ФДТ
PDT

61,6±9,0 39,3±110* 23,4±6,3**

Объемное содержание зон некроза, %
The volume content of necrosis areas, %

Контроль
Control

33,9±4,7 31,5±5,5 30,3±3,6

ФДТ
PDT

38,4±9,0 60,7±11,0* 76,6±6,3**

Объемное содержание PCNA-положительных кле-
ток в паренхиме опухолей (ФPCNA), %
The volume content of PCNA-positive cells in tumor 
parenchyma (FPCNA), %

Контроль
Control

78,2±2,0 71,1±2,5 80,7±3,1

ФДТ
PDT

56,9±7,8* 26,1±11,2** 38,0±12,4**

Митотический индекс, %
Mitotic index, %

Контроль
Control

1,98±0,08 1,90±0,20 1,84±0,04

ФДТ
PDT

1,62±0,04* 1,18±0,23* 1,84±0,11

Индекс апоптоза, %
Apoptosis index, %

Контроль
Control

0,34±0,02 0,29±0,02 0,31±0,02

ФДТ
PDT

0,58±0,06** 0,39±0,04 0,43±0,01
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«shrink effect»  – эффект сжатия опухолевых клеток. 
При этом цитоплазма опухолевых клеток выглядела 
конденсированной, а их ядра имели гиперхром-
ный вид (рис. 2б). Опухолевые клетки были диссо-
циированы друг от друга, либо соединены между 
собой в небольшие группы, между которыми были 
видны широкие оптически прозрачные щели. Кроме 
того, вдоль разрушающихся сосудов появлялись 
островки клеток в ранней стадии коагуляционного 
некроза. В отдельных участках опухолей сохраня-

лись фрагменты паренхимы с реакцией ядер клеток 
на PCNA (рис. 2д).

Гистологические исследования показали, что 
большинство сосудов в паренхиме опухолей и окру-
жающих их тканях были паретически расширены и 
заполнены стазированными эритроцитами. В стен-
ках кровеносных сосудов определялись набухание, 
вакуолизация и гибель эндотелия. Соединительная 
ткань была отечна, пропитана плотными эозино-
фильными массами и инфильтрирована клетками 
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Рис. 2. Функциональная морфология саркомы М-1 через 3 ч после ФДТ с дисульфид-БПИ:
а, б – окрашивание гематоксилином и эозином; 
в – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в перитуморальной зоне;
г, д – иммуногистохимическая реакция ядер клеток с антителами к PCNA;
е – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в «горячей точке» паренхимы
Увеличение: ×125 (в); ×250 (б, д, е)

Fig. 2. Functional morphology of sarcoma M-1 3 hours after PDT with disulfide-BPI:
а, б – hematoxylin and eosin staining; 
в – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in peritumoral area;
г, д – immunohistochemical reaction of cell nuclei with anti-PCNA antibodies;
е – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in a «hot spot» of parenchyma
Magnification: ×125 (в); ×250 (б, д, е)
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воспалительного инфильтрата. Местами видны 
были кровоизлияния. Эндотелий сосудов в периту-
моральной области давал неравномерное «пунктир-
ное» иммуноокрашивание на CD31 (рис. 2в). В солид-
ных участках паренхимы контуры сосудов были 
расплывчатые, местами не определялись (рис. 2е). И 
лишь в зоне локализации «выживших» опухолевых 
клеток капиллярная сеть была изменена мало.

По данным морфометрии, через 3 ч после ФДТ 
значение ФPCNA в паренхиме опухолей статистически 
значимо снизилось в 1,4 раза относительно соответ-
ствующего контроля (табл.). В участках паренхимы с 
пролиферирующими опухолевыми клетками было 
зарегистрировано уменьшение их митотической 
активности на 20% и повышение индекса апоптоти-
ческой гибели в 1,7 раза.

Через 1 сут после ФДТ усиливался отек облучен-
ных тканей, а кожа приобретала серовато-синюшный 
цвет. На обзорных препаратах обширные зоны опу-
холей были представлены полями дистрофически 
измененной и некротизированной ткани с кровоиз-
лияниями и очагами плазматического пропитывания 
(рис. 3а). В некоторых случаях глубина повреждения 
достигала основания опухолевых узлов. Фрагменты 
саркомы М-1 с пролиферирующими клетками сохра-
нялись в виде узких полосок на границе с подкожной 
клетчаткой и небольших разветвленных островков 
в основании опухолей над подлежащими мышцами 
(рис. 3г). Значительная часть опухолевой ткани 
была представлена полями некроза с эозинофиль-
ными контурами погибших сосудов (рис. 3б). Однако 
при ИГХ окрашивании на PCNA было видно, что в 
отдельных участках выжившие после ФДТ опухоле-
вые клетки сохраняли репопуляционный потенциал 
(рис.  3д). Результаты иммуноокрашивания на CD31 
свидетельствовали, что разрушение тканевых струк-
тур саркомы М-1 отчетливо связано с деструкцией 
стенок сосудистого русла (рис. 3в,е).

Согласно результатам анализа микроскопических 
изображений, через 1 сут после ФДТ с дисульфид-
БПИ статистически значимо относительно контроля 
снижались содержание жизнеспособной паренхимы, 
ФPCNA и митотическая активность опухолевых клеток в 
1,7, 2,7 и 1,6 раз, соответственно.

Через 3 сут после ФДТ на облученной коже над 
опухолями появлялись точечные поверхностные 
эрозии, покрытые тонкими струпами. Средний 
объем опухолевых узлов снизился в 2,7 раза относи-
тельно соответствующего контроля. В двух случаях 
наблюдали картину субтотальной деструкции опу-
холей. В трех опухолевых узлах паренхима саркомы 
М-1 была сохранена в виде отдельных тяжей и фраг-
ментов,  расположенных, в основном, по периферии, 
чаще над подлежащей мышечной тканью (рис. 4а). 
Выжившие на этот срок опухолевые клетки с реак-

цией их ядер на PCNA локализовались поблизости 
от прослоек соединительной ткани (рис. 4г).

При гистологическом исследовании между 
погибшей тканью и фрагментами сохранившейся 
паренхимы были видны опухолевые клетки в состо-
янии выраженной дистрофии. Часть клеток выгля-
дели сжатыми и имели гиперхромный вид, другие 
подвергались лизису: цитоплазма практически не 
определялась, кариолемма была истончена, а хро-
матин просматривался в виде мелких гранул или 
полностью отсутствовал. Однако в периферических 
зонах опухолей, прилегающих к соединительной 
ткани, опухолевые клетки не выглядели поврежден-
ными (рис. 4б), а их ядра показывали интенсивное 
иммуноокрашивание на PCNA (рис. 4д).

Отчетливо визуализировалось начинающееся 
замещение зон фотодинамического повреждения 
грануляционной тканью с активным ангиогенезом 
и пролиферацией фибробластов. В сохранившиеся 
островки опухолевой ткани из разрастающихся про-
слоек соединительной ткани в паренхиму саркомы 
врастали многочисленные микрососуды (рис.  4в). 
На  серийных срезах было видно, что как только 
капиллярная сеть достигала опухолевых клеток, 
последние начинали активно пролиферировать.

Через 3 сут после ФДТ содержание паренхимы 
опухолей снизилось до 23,4±6,3% (p<0,01 относи-
тельно контроля), однако значение ФPCNA увеличи-
лось в 1,5 раза относительно предыдущего срока – до 
38,0±12,4%. Повышение репопуляционной активно-
сти опухолевых клеток по PCNA и их митотического 
индекса свидетельствовали об усилении репаратив-
ных процессов, обусловленных, по-видимому, про-
растанием капиллярных петель до выживших после 
ФДТ опухолевых клеток, восстановлением микро-
циркуляторного русла в ранее поврежденных участ-
ках и реоксигенацией паренхимы.

Одним из важных вопросов повышения эффек-
тивности ФДТ является выяснение причин выжи-
вания опухолевых клеток. По нашим наблюдениям, 
в ранние сроки после ФДТ в некоторых опухолях 
выжившие клетки локализуются поблизости от 
сохранившихся сосудов в перитуморальных про-
странствах. Есть основания полагать, что на избира-
тельность накопления и достижение максимально 
эффективных концентраций ФС в опухолевой ткани 
влияют индивидуальные особенности ангиоархи-
тектоники и физиологии солидных новообразо-
ваний. Одной из причин, по которой опухолевые 
клетки могут избегать прямого повреждающего дей-
ствия ФДТ является неравномерность распределе-
ния сенсибилизатора в достаточных концентрациях 
в отдельных участках быстрорастущих и склонных к 
спонтанной некротизации опухолях с аномальным 
кровоснабжением. Возможно, именно по этой при-
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чине в саркоме М-1, подвергнутой ФДТ, сохраня-
ются выжившие опухолевые клетки, определяющие 
в последующем ее рецидивирование. В этой связи 
считаем целесообразным обратить особое внима-
ние на необходимость усиления избирательности 
подведения используемого фотосенсибилизатора к 
опухолевым клеткам [20]. Активация гемодинамики 
в опухолях с неадекватным кровоснабжением до 
введения сенсибилизатора может дать два допол-
нительных фактора для усиления эффективности 

ФДТ: более равномерное распределение препарата 
в паренхиме и насыщение опухолевой ткани кис-
лородом, который необходим для фотохимических 
реакций.

Ранее мы отмечали [5], что характерной особен-
ностью ФДТ является интенсивное развитие воспа-
лительной реакции и быстрая элиминация погибших 
опухолевых клеток с замещением этих участков сое-
динительной тканью. Этот процесс сопровождается 
активным неоангиогенезом – образованием развет-

Рис. 3. Функциональная морфология саркомы М-1 через 1 сут после ФДТ с дисульфид-БПИ:
а, б – окрашивание гематоксилином и эозином; 
в – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в перитуморальной зоне;
г, д – иммуногистохимическая реакция ядер клеток с антителами к PCNA;
е – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в «горячей точке» паренхимы
Увеличение: ×125 (в); ×250 (б, д, е)

Fig. 3. Functional morphology of sarcoma M-1 1 day after PDT with disulfide-BPI:
а, б – hematoxylin and eosin staining; 
в – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in peritumoral area;
г, д – immunohistochemical reaction of cell nuclei with anti-PCNA antibodies;
е – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in a «hot spot» of parenchyma
Magnification: ×125 (в); ×250 (б, д, е)
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Рис. 4. Функциональная морфология саркомы М-1 через 3 сут после ФДТ с дисульфид-БПИ:
а, б – окрашивание гематоксилином и эозином; 
в – иммуноокрашивание эндотелия сосудов с антителами к CD31 в перитуморальной зоне;
г, д – иммуногистохимическая реакция ядер клеток с антителами к PCNA
Увеличение: ×250 (б, в, д)

Fig. 4. Functional morphology of sarcoma M-1 3 days after PDT with disulfide-BPI:
а, б – hematoxylin and eosin staining; 
в – vascular endothelial immunostaining with anti-CD31 antibodies in peritumoral area;
г, д – immunohistochemical reaction of cell nuclei with anti-PCNA antibodies
Magnification: ×250 (б, в, д)
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вленной сети новых капилляров. Можно полагать, 
что ангиогенез в зонах сохранившихся жизнеспо-
собными опухолевых клеток может способствовать 
их выживанию и/или активировать их пролифера-
цию. И не случайно в большинстве представлений 
о биологии злокачественных новообразований и 
их таргетного лечения особая роль отводится кле-
точным и молекулярным механизмам опухолевого 
ангиогенеза [21] и перспективам применения анти-

ангиогенных мероприятий при фотодинамической 
терапии [22, 23].

Заключение
Анализ полученных результатов свидетельствует, 

что дисульфид-БПИ обладает высокой фотодина-
мической активностью in vivo для ФДТ солидной 
соединительнотканной опухоли. Фотодинамическое 
действие нового фотосенсибилизатора обусловлено 
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разрушением сосудистого русла, быстрым ингибиро-
ванием пролиферативной активности и девитализа-
цией опухолевых клеток путем апоптоза и некроза. 
В  ранние сроки после ФДТ деструкция микроцир-
куляторного русла и фотоцитостатический эффект 
в отношении опухолевых клеток с последующим 
развитием некроза обусловлены, по-видимому, пря-
мым воздействием светового потока на сенсибили-
зированные дисульфид-БПИ клеточные элементы 
паренхимы и стромы опухолей. Зарегистрированное 
снижение пролиферативной активности опухолевых 
клеток по ИГХ реакции их ядер на PCNA также может 
быть обусловлено прямым действием продуктов 
фотохимических реакций используемого сенсибили-
затора на соответствующие внутриклеточные струк-
туры. В то же время нельзя исключить и возможный 
вклад гипоксии, быстро развивающейся в условиях 

не только нарушения гемодинамики, но и расходова-
ния кислорода в процессе фотохимической реакции.

Согласно полученным данным, конечный резуль-
тат ФДТ с дисульфид-БПИ определяется последова-
тельностью деструктивных и воспалительных изме-
нений в паренхиме опухолей и окружающих тканях, 
а также репопуляционным потенциалом выживших 
после лечения опухолевых клеток. Возможно, по 
причине неравномерности распределения сенси-
билизатора в достаточно эффективной концентра-
ции в отдельных слабо васкуляризированных участ-
ках саркомы М-1, подвергнутой ФДТ, сохраняются 
выжившие опухолевые клетки.

Полученные результаты свидетельствуют о пер-
спективности применения дисульфид-БПИ для фото-
динамической терапии солидных злокачественных 
новообразований.
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